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(57) Abstract 

The invention relates to a device and a method for mixing liquids near the interface in a biosensor. Mixing is effected by moving 
magnetic marbles or by movable webs. 
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Vorrichtung und Verfahren zur grenzf lachennahen Mischiing von 

Proben in Biosensorsystemen 

Die Erfindung betrifft Vorrichtungen und Verfahren zur 
grenzf lachennahen Mischung von Proben in Biosensorsystemen, 
insbesondere von Sensorsystemen, die Oberf lachenbindungsre- 
aktionen als sensorische Reaktion verwenden. Insbesondere 
betrifft die Erfindung eine Vorrichtung und ein Verfahren 
zur Durchmischung von Substanzen in einem Biosensor, vor- 
zugsweise in einem Oberf lachenplasmonenresonanzsensor. 

Es sind verschiedene Verfahren bekannt, eine Flussigkeit in' 
einem optischen Biosensor an der optischen MeSoberf lache an- 
zukoppeln, Ein erstes Verfahren betrifft ein Kuvettensystem, 
in dem eine Kammer oder ein Topf verwendet wird, bei dem 
eine Seitenwand oder der Boden die Sensoroberf lache bildet . 
Ein zweites Verfahren betrifft ein FluSsystem, bei dem uber 
Flufikanale die Flussigkeit an der MeSoberf lache vorlpeige- 
pumpt wird. Dabei wird haufig ein Flow- Inject ion-Analysis - 
Verfahren verwendet und die Flussigkeit wird haufig in einer 
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Fliissigkeitsschleif e iiber die MeSoberf lache gef lihrt . Das 
hiervon bevorzugte System ist das Kiivettensystem, die Erfin- 
dung findet aber auch Anwendung bei einem FluSsystem. Ein 
drittes Verfahren verwendet einen f aseroptischen Sensor (wie 
beispielsweise in der DE-A-40 33 741 gezeigt) , bei dem eine 
Glasfaser oder ein anderes optisches Element in den Flussig- 
keitsstrom oder in die ^ stehende Fliissigkeit eingetaucht 
wird. 

Optische Biosensoren beruhen in der Regal darauf, daS Parti- 
kel (Molekiile, Bakterien, Viren, usw.) iiber eine Ligand-Re- 
zeptor-Wechselwirkung an die optische MeSoberf lache gebunden 
warden, wodurch sich unter anderem die optische Schichtdicke 
eines diinnen Filmes auf der MeSoberf lache verandert. Diese 
Veranderung wird uber ein optisches Verfahren nachgewiesen. 
Das optische Signal ist ein MaS fiir die Bindungsstarke oder 
die Konzentration der bindenden Partner. Die Bindung wird in 
der Nahe der Oberflache durch die zur Verfiigung stehende 
Konzentration an bindenden Molekiilen bestimmt. Haben sich 
aufgrund vorangegangener Bindungsereignisse Molekiile oder 
groSere Partikel aus der Fliissigkeit bereits an die Oberfla- 
che gebunden, tritt lokal in unmittelbarer Nahe der Oberfla- 
che (bis 1-10 fim) eine Verarmung (depletion) oder ein Kon- 
zentrationsgef alle auf, welches die weitere Messung ver- 
falscht. Insbesondere wenn kinetische Phanomene gemessen 
werden sollen, warden also haufig nicht Reaktionsgeschwin- 
digkeiten, sondern die Diffusion gemessen. Beim gewohnlichen 
Mischen mit z.B. Riihren liegt in der Nahe der Oberflache in 
der Regel ein laminarer Fliissigkeitsstrom vor und aufgrund 
von Newton-Reibung findet an der Sensoroberf lache keine aus- 
reichende Durchmischung mit librigem MeSvolumen statt. Bei 
MeSvorrichtungen mit FluiSkammern kann dieses Problem dadurch 
gelost werden, daS Fliissigkeitsstrome mit unterschiedlicher 
Geschwindigkeit iiber die Oberflache gefiihrt werden und aus 
den erhaltenen Daten extrapoliert wird, welche Bindungskine- 
tiken auftraten, falls ein beliebiger Austausch d.h.optimale 
Durchmischung mit der MeSf liissigkeit erfolgen wiirde . 
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In der Kegel betragt die Dif f usionsgeschwindigkeit im Volu- 
men weniger als i /xm/sec. Wenn das Oberf lachensignal mit ei- 
ner Taktfreguenz von etwa 1 bis 10 Hz gemessen wird, ist da- 
von auszugehen, dafi ein Raum von mehreren Hohe uber der 
MeSoberf lache moglichst gut in eine Flussigkeitsstromverbin- 
dung mit dem Rest des Volumens gebracht werden muS, urn kor- 
rekte Mefiwerte zu erhalten. 

Demgegenuber liegt der Erfindung die Aufgabe zugrunde, ver- 
besserte MeSvorrichtungen und Mefiverfahren bereitzustellen. 
Diese Aufgabe wird mit den Merkmalen der Anspruche gelost . 

Bei der Losung geht die Erfindung von dem Grundgedanken aus, 
einen Flussigkeitsaustausch bzw. eine Durchmischung der 
Flussigkeit in unmittelbarer Nahe der Oberf lache (d.h. we- 
nige /im) zu erzeugen. Dabei werden Korper in einem Feld in 
einer oder mehreren Richtungen hin- und herbewegt und/oder 
um eine Achse rotiert. 

In einer ersten erf indungsgemaSen Ausf iihrungsf orm erfolgt 
das Durchmischen mit magnetischen Korpern oder Beads. Diese 
Korper, Beads oder Kugelchen bestehen vorzugsweise aus einem 
superparamagnetischen Material und schwimmen in der zu un- 
tersuchenden Flussigkeit. Bevorzugt bestehen die Korper aus 
Eisenoxid, das mit verschiedenen Ummantelungen versehen ist." 
Diese Hullen konnen entweder gezielt f unktionalisiert werden 
Oder so ausgelegt sein, daS keine unspezif ische Adsorption 
stattfindet. Vorzugsweise besteht eine solche Hulle aus Dex- 
tran. Der Durchmesser dieser Korper liegt vorzugsweise in 
einem Bereich von ca. 50 nm bis zu einigen l/io mm. 

Bei dieser Ausf iihrungsf orm erfolgt das Durchmischen uber ein 
Anlegen von Magnetf eldern, wodurch die superparamagnetischen 
Korper in der Flussigkeit beriihrungslos bewegt werden. Bei- 
spielsweise werden zwei verschiedene Magnetf elder angelegt, 
wobei ein Magnetfeld unterhalb der Sensorflache und das an- 
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dere Magnetfeld oberhalb angeordnet ist. Beispielsweise war- 
den die Magnetfelder durch eine Magnetspule unter der Gold- 
schicht eines Oberf lachenplasmonenresonanzsensors und durch 
eine Magnetspule in Hohe der Mitte einer Kiivette erzeugf. 
Durch Anlegen eines Magnetfeldes werden paramagnetische Kor- 
per in Richtung groSerer Feldstarke hingezogen. In einem 
sich andernden Magnetfeld werden die Korper von der Sen- 
soroberf lache in die Fliissigkeit hinein und wieder zuruck an 
die Sensoroberf lache bewegt, wodurch eine sehr gute Durchmi- 
schung an der Sensoroberf lache stattfindet. Der Vorteil die- 
ser superparamagnetischen Korper besteht darin, daS diese 
ihren Magnet ismus verlieren, sobald kein von auSen angeleg- 
tes Magnetfeld mehr vorliegt. Somit wird eine eventuelle 
Verfalschung der Messung durch Magnetfelder ausgeschlossen, 
Vorzugsweise liegt die GroSe der Korper im Bereich von weni- 
gen ^m, da sie so etwa die gleiche GroSe haben, wie die 
Dicke der Verarmungsschicht und somit tief in diese eindrin- 
gen, wenn sie durch die Magnetfelder an die Oberf lache gezo- 
gen werden. 

Alternativ konnen f erromagnetische Korper verwendet werden. 
Durch Anlegen eines geeigneten Magnetfeldes konnen ferromag- 
netische Korper urn eine eigene Achse oder eine beliebige 
Achse gedreht werden. Wenn die Korper urn die eigene Achse 
gedreht werden sollen, werden vorzugsweise Korper mit unsym- 
metrischer Form eingesetzt. Durch die Drehung der Korper 
wird eine Durchmischung der Fliissigkeit bewirkt. 

Weiterhin konnen die Korper, Beads bzw, die Kiigelchen dazu 
genutzt werden, den Startzeitpunkt einer Af f initatsmessung 
und somit den Startzeitpunkt der Reaktion festzulegen. Dazu 
ist in den folgenden Schritten vorzugehen, 

Beim ersten Schritt enthalt die Kiivette entweder eine Puf- 
ferlosung oder eine Regeneratorlosung, in der die Korper 
frei herumschwimmen. Anschliefiend werden die Korper- durch 
ein Magnetfeld an die Sensoroberf lache gezogen, bevor die 
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Losung abgesaugt wird. Dabei liegen in der Losung vorzugs- 
weise soviele Korper vor, daS bei angelegtem Magnetfeld ca. 
2 bis 5 Monol age n- Korper auf der Oberflache liegen. An- 
schlieSend wird der Puffer oder Regenerator abgesaugt und 
der Analyt hinzugegeben: Da auf der Oberflache die Korper 
liegen, kann der Analyt nicht bis an die Oberflache vordrin- 
gen und die Reaktion ist vorerst unterbunden. . Die zu unter- 
suchende Oberf lachenreaktion kann nun gezielt gestartet wer- 
den, in dem die Korper von der Oberflache abgezogen werden. 
Dieses gezielte Starten der Reaktion ist fur die Bestimmung 
der kinetischen Daten von Enzymreaktionen von groJSem Vor- 
teil. 

In einer zweiten erf indungsgemaSen Ausfuhirungsform erfolgt 
das Durchmischen der Flussigkeit mit beweglichen Netzen. 
Dazu sind in den Boden der Kiivette, also nahe der Gold- 
schicht, ein oder mehrere Netze eingezogen, die entweder 
magnetisch, piezoelektrisch oder akustisch bewegt werden 
konnen, Diese Netze liegen schon im Ruhezustand nahe an der 
Oberflache oder auf. der Oberflache der Flussigkeit, wodurch 
bei deren Bewegung eine gute Durchmischung stattfindet. 

Die Erfindung wird nachstehend mit bezug auf die Zeichnungen 
naher erlautert. Es zeigen: 

Fig. la u. b eine erste erf indungsgemaiSe Ausf uhrungsf orm, 
bei der das Durchmischen mit magnet ischen Beads 
erfolgt; 

Fig. 2a u. b eine zweite erf indungsgemaSe Ausf uhrungsf orm, 
bei der das Durchmischen mit magnet ischen Beads 
erfolgt und 

Fig- 3 eine dritte erf indungsgemaSe Ausf uhrungsf orm, 

bei der zum Durchmischen bewegliche Netze ver- 
wendet werden. 

Figuren la und b zeigen die gleiche erf indungsgemaSe erste 
Ausf uhrungsf orm. Unterschiede best'ehen nur hinsichtlich der 
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unterschiedlich angelegten Magnetf elder . In Figuren la und b 
ist ein Substrat 31 mit einer Sensoroberf lache 32 gezeigt; 
Die Sensoroberf lache ist bevorzugt eine Goldoberf lache . Auf 
dieser Sensoroberf lache 32 befindet sich eine Kiivette 3, die 
mit Flussigkeit gefullt' ist. In der Fliissigkeit befinden 
sich paramagnetische bzw. superparamagnetische Beads. Beide 
Figuren la und b zeigen schematisch den unterhalb der Sen- 
soroberf lache angeordneten Magnetf elderzeuger 34, sowohl den 
uber der Kiivette angeordneten Magnetf elderzeuger 35. Der 
Magnetf elderzeuger 35 ist in Figuren la und lb bevorzugt 
oberhalb de'r Kuvette gezeigt. In einer anderen Ausfuhrungs- 
form kann dieser Magnetf elderzeuger auch in mittlerer Hohe 
urn die Kuvette herum angeordnet sein. Vorzugsweise werden 
fur die Magnetf elderzeuger 34 und 35 Elektromagneten verwen- 
det. In der in Fig. la gezeigten Ausfuhrungsf orm ist der 
Magnet 34 unterhalb der Sensoroberf lache aktiviert, wahrend 
der zweite Magnet 35 kein Magnetf eld erzeugt, bei Verwendung 
eines Elektromagneten dieser also ausgeschaltet ist. Bei der 
in Fig. lb gezeigten Ausfuhrungsf orm sind die Verhaltnisse . 
gerade umgekehrt, d-h. der oberhalb (oder auch urn die Fliis- 
sigkeit herum) angeordnete Magnet 35 ist aktiviert, wahrend 
der Magnet 34 deaktiviert ist. Die gemaS der Figuren la und 
b unterschiedlich angelegten Magnetfelder bewirken, daS 
einerseits die magnet ischen Beads sich am Kiivettenboden be- 
finden, also unmittelbar uber der Sensoroberf lache, wahrend 
sie gemaS der Figur lb von der Sensoroberf lache weg in die 
Flussigkeit hinein gewandert sind und so fur eine Durchmi- 
schung der Flussigkeit sorgen. 

Die MeSvorrichtung nach Figuren 2a und b hat einen ahnlichen 
Aufbau. Diese .MeSvorrichtung besitzt ein Substrat 41 mit 
einer Sensoroberf lache 42, sowie eine Kuvette, die mit Flus- 
sigkeit gefullt ist. Unterhalb der Sensoroberf lache ist ein 
Magnetf elderzeuger 45, vorzugsweise ein Elektromagnet , ge- 
zeigt. In dieser Ausfuhrungsf orm ist nur dieser eine Magnet- 
f elderzeuger vcrgesehen. Die Bewegung der f erromagnetischen 
Beads in der Flussigkeit und die daraus resultierende Durch- 
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mischung der Fliissigkeit wird gemaS dieser Ausfiihrungsf orm 
dadurch bewirkt, daS der durch den Magneten flieSende Strom 
in Fig. 2a konstant ist, wahrend gemaS Fig. 2b ein Wechsel- 
Strom durch den Magneten flieSt. 

Die MelSvorrichtung nach Fig. 3 zeigt eine Ausfiihrungsf orm, 
bei der die Durchmischung mit beweglichen Netzen erfolgt. 
Auf der oberhalb des Substrates 51 angeordneten Sensorober- 
flache 52 ist eine mit Fliissigkeit gefullte Kuvette 54 vor- 
gesehen. Oberhalb der Sensoroberf lache 52 ist in der Kuvette 
54 ein bewegliches Netz 53 vorgesehen, das uber einen ent- 
sprechenden Aktor 56 und einen zwischen dem Netz und dem Ak- 
tor befindlichen Koppelelement 55 bewegt wird. Sowohl der 
Aktor als auch der Koppler kann mechanischer Natur sein. In 
einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsf orm ist als Aktor ein 
Felderzeuger vorgesehen urid die Kopplung mit dem beweglichen 
Netz erfolgt iiber die entsprechend erzeugten Felder. 
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BE ZUGS ZE ICHENBLATT 

Re. Fig, la und lb: 

31 Substrat 

32 Sensoroberf lache (Goidoberf lache) 

33 Kiivette mit Flussigkeit gefUllt 

34 Magnetf elderzeuger, z.B. Elektromagnet 

35 Magnetf elderzeuger, z.B. Elektromagnet, er muB nicht 
oberhalb der Kuvette sitzen, er kann auch in mittlerer 
Hohe urn die Kuvette herum angebracht sein 

36 (Super) paramagnetische Beads 
Re. Fig, 2a und 2b: 

41 Substrat 

42 Sensoroberf lache (Goidoberf lache) 

43 Ktivette rait Flussigkeit gefullt 

44 f erromagnetische Beads 

45 Magnetfelderzeuger, z.B. Elektromagnet 
Re. Fig; 3: 

51 Substrat 

52 Sensoroberflache (Goidoberf lache) 

53 bewegliches Netz 

54 Kuvette mit Fltissigkeit gefiillt 

55 Koppler (mechanisch Oder uber Felder) 

56 Aktor (mechanisch oder Felderzeuger) 
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PatentansDruche 

1 . Sensorvorrichtung, die Oberf lachenbindungsreaktionen an 
einer Sensoroberf lache als sensorische Reaktionen ver- 
wendet, mit einer Einrichtung (36, 44, 53) zum grenzfla- 
chennahen Mischen einer zu untersuchenden Flussigkeit . 

2. Vorrichtxing nach Ansporuch 1, wobei die Mischeinrichtung 
magnetische Korper mit symmetrischer Form wie Kiigelchen 
Oder mit unsymmetrischer Form aufweist. 

3. Vorrichtimg nach Anspruch 2, wobei die Korper (36, 44) 
aus einem paramagnetischen oder superparamagnetischen 
Oder f erromagnetischen Material bestehen. 

4. Vorrichtung nach Anspruch 2 oder 3, wobei die Korper 
(36, 44) aus Eisenoxid bestehen und verschiedene Umman- 
telungen aufweisen. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 2, 3 oder 4, wobei die Korper 
(36, 44) in der zu untersuchenden Flussigkeit schwimmen. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 5, wobei die 
Korper (36, 44) einen Durchmesser im Bereich von etwa 50 
nm bis zu einigen lOtel mm-haben. 

7. Vorrichtung nach einem der Anspruche 2 bis 6, wobei min- 
destens eine erste Einrichtung (34, 45) zum Erzeugen 
eines Magnetfeldes vorgesehen ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei zwei Einrichtungen (34, 
35) zum Erzeugen eines Magnetfeldes vorgesehen sind 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7 oder 8, wobei die erste Mag- 
netfeldeinrichtung (34, 45) unterhalb der Sensoroberf la- 
che angeordnet ist. 
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10. Vorrichtung nach Anspruch 8 oder 9, wobei die zweite 
Magnet feldeinrichtung (35) oberhalb der Kuvette oder um 
die Kuvette herum angeordnet ist . 

11. Vorrichtung nach Anspruch 1, wobei die Mischeinrichtung 
mindestens ein bewegliche Netz (53) aufweist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, wobei das Netz (53) mecha- 
nisch, magnetisch; piezoelektrisch oder akustisch bewegt 
werden. 

13. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 ' bis 12, wobei die 
Einrichtung in der Nahe der Sensoroberf lache 32, 42 52) 
Oder auf der Oberf lache angeordnet ist. 

■J 

14. Mefiverf ahren in einem Sensorsystem, das Oberf lachenbin- 
dungsreaktionen als sensorische Reaktionen verwendet, 
mit den folgenden Schritten: 

(a) Durchmischen der zu untersuchenden Flussigkeit; 

(b) Durchfiihren. der Messung; 

wobei zwischen den Schritten (a) und (b) eine vorbe- 
stimmte Pause liegt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei in Schritt (a) das 
Durchmischen mit magnetischen Korpern vorzugsweise Ku- 
gelchen (36, 44) erfolgt, die in einem Magnetfeld in 
einer oder mehreren Richtungen hin- und herbewegt, auf 
einer Kreisbahn oder elliptischen Bahn bewegt und/oder 
um eine eigene Achse gedreht werden. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, wobei das Durchmischen durch 
abwechselndes Aktivieren der ersten und zweiten Magnet - 
f eldeinrichtungen (34, 35) erfolgt. 



wo 00/09991 



11 



PCT/EP99/05813 



17. Verfahren nach Anspruch 15, wobei das Durchmischen ab- 
wechselndes Anlegen eines Gleichstromes und eines Wech- 
selstromes an die erste Magnetf eldeinrichtung (45) er- 
folgt 

18. Verfahren nach Anspruch 14, wobei in Schritt (a) das 
Durchmischen mit mindestens einem beweglichen Netz (53) 
erf olgt . 

19. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 18, wobei in 
Schritt" (a) die Durchmischung zusatzlich durch Riihren 
erf olgt . 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 18, wobei in 
Schritt (a) das Durchmischen zusatzlich durch Ansaugen 
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folgt. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 14 bis 18, wobei in 
Schritt (a) daa Durchmischen mit einem Mikro- oder Ma- 
krof luSsystem kombiniert ist . 
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